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VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 
RESUMEN 
 
El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1), es el agente causal del  
Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), una enfermedad asociada a 
desórdenes neurológicos,  inmunológicos y gastrointestinales caracterizados por 
infecciones oportunistas, diarrea crónica, tumores malignos y demencia progresiva. 
El VIH, muestra un alto grado de variabilidad genética producto de la rápida 
replicación viral,  fenómenos de recombinación, una elevada tasa de mutación 
debida a errores  de la transcriptasa reversa, selección natural producto de la 
presión del sistema inmune y protocolos terapéuticos. Se ha determinado que la 
distribución universal de los diversos subtipos del VIH está relacionado con las 
regiones geográficas, es decir que la posibilidad de encontrar a un subtipo va a ser 
siempre más alta en regiones establecidas. En el presente trabajo se muestran los 
resultados de una caracterización molecular correspondiente a la región V3 de la 
envoltura del VIH-1 tomada de virus circulantes en una región de la costa Caribe 
colombiana e igualmente se presentan las características epidemiológicas de la 
población estudiada. Para tal propósito, muestras de sangre periférica de 80 
individuos VIH positivos, cuya infección fue confirmada por western blot, fue 
utilizada para aislar el ADN viral. Utilizando PCR anidada fue amplificada la región 
de la envoltura viral correspondiente al dominio C2-V3-C3. Los subproductos de la 
PCR fueron secuenciados utilizando un analizador genético ABI 3130 marca 
Applied Biosystems y analizados posteriormente utilizando el programa 4Peaks 
para obtener la secuencia de aminoácidos. De las 80 muestras se logró amplificar 
la región viral V3 en 42 individuos y se logró obtener la secuencia en aminoácidos 
en igual número de muestras. Se encontró una alta estabilidad en las secuencias 
de la región correspondiente al motivo GPG (Residuos 15 al 17, correspondiente a 
las posiciones 310 a la 312 de la glicoproteína de envoltura, gp120) y se verificó la 
conservación de los residuos de cisteína en las posiciones 1 y 35, al igual que el 
motivo S/GXXXGPGXXXXXXXXE/D en la mayoría de las muestras. Solamente 13 
muestras (30.96%) presentaban cambios de aminoácidos sin carga por 
aminoácidos con carga positiva en la posición 11 y/o 25 (posiciones 306 y 320 de 
la glicoproteína gp120) determinantes del tropismo viral/ uso de correceptores. 
Esas muestras correspondían a pacientes con más de dos años de infección, un 
conteo bajo de linfocitos T CD4+ (< 200/µL) y una carga viral elevada.  











El VIH es el agente etiológico del SIDA (1). Esta enfermedad se caracteriza por 
una incapacidad del sistema inmune de proteger al individuo contra 
microorganismos invasores. La  inmunosupresión es debida predominantemente a 
una eliminación selectiva de los linfocitos ayudadores/inductores que expresan la 
molécula CD4, la cual actúa como el receptor para el virus (2) y está asociada a 
desórdenes neurológicos (3), inmunológicos y gastrointestinales caracterizados 
por infecciones oportunistas, diarrea crónica, tumores malignos y demencia 
progresiva (4, 5).  
Posee un genoma que consiste en dos copias de ARN monocatenario, no 
complementarias y de polaridad positiva, referido como pseudodiploide y que 
codifica enzimas como la Integrasa, la Proteasa y la Transcriptasa Reversa (TR). 
El VIH es genéticamente tan heterogéneo que debe ser descrito en términos de 
poblaciones relacionadas pero con genomas que poseen diferencias secuenciales 
(6, 7, 8) acuñándose el concepto de cuasiespecies (9, 10, 11). La alta diversidad 
genética del VIH se ha constituido en un gran desafío para la vigilancia y el control 
de la enfermedad. El resultado de esta heterogeneidad es la presencia de 
múltiples subtipos del VIH circulando en diferentes partes del mundo (12, 13). La 
sustitución de nucleótidos, supresiones, inserciones y reordenamientos resultantes 
de eventos de recombinación son los factores que desembocan en una variación 
del genoma del VIH. Todos estos procesos combinados contribuyen activamente a 
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la diversidad y virulencia del virus y por ende a la pandemia del SIDA. La 
información referente a las secuencias virales obtenidas a partir de virus aislados 
a través del mundo ha permitido la realización de análisis filogenéticos que 
concluyeron en la clasificación del virus en subtipos (o “clades”). El VIH-1, 
basándose en la secuencia nucleotídica y análisis filogenético de los genes env y 
gag, está dividido en tres grupos: El grupo mayor o M y dos grupos menores 
llamados N y O. El grupo M está dividido en 9 subtipos genéticos nombrados 
desde la A hasta la D, desde la F hasta la H, la J y la K (14, 15, 16, 17). Como 
consecuencia de la recombinación de genomas heterogéneos, también se pueden 
encontrar Formas Recombinantes Circulantes (FRC), que son virus con 
secuencias derivadas de dos o más subtipos (18). Los primeros estudios 
realizados fueron basados en información obtenida en países occidentales en 
donde predominaban sólo ciertos subtipos. La inclusión de países en vía de 
desarrollo por parte de la Organización Mundial de la Salud en futuros programas 
de evaluación de vacunas ha desviado la atención hacia países del área 
subsahariana, permitiendo identificar nuevos subtipos virales en dichas áreas (19). 
La gran variabilidad del VIH requiere que un monitoreo mundial de la distribución 
geográfica de los diferentes subtipos sea realizado con el fin de desarrollar 
vacunas anti-VIH que posean una vasta efectividad. El principal objetivo de este 
trabajo es caracterizar desde el punto de vista molecular al Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana circulante en la región Caribe amplificando la región 
V3 correspondiente al gen env del VIH a partir del virus aislado de una población 
de pacientes infectados del área metropolitana de Barranquilla utilizando técnicas 
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de PCR y secuenciación del ADN. Esta información es de gran importancia debido 
a que ella podría ser utilizada para el desarrollo y la evaluación de futuros 
programas de vacunación anti-VIH empleando una vacuna diseñada contra los 
mismos epítopes frecuentes en nuestra región, el estudio de nuevos 
medicamentos antirretrovirales y el diseño de pruebas diagnósticas para el virus 
circulante. Las diferencias genéticas y fenotípicas en el VIH, en adición a su 
diferente comportamiento en la respuesta a la terapia y a la vacuna, proveen una 
visión más clara acerca de la situación prevalente de la actual epidemia del VIH-1 
en Colombia y al mismo tiempo plantean interrogantes importantes acerca de si 








1. MARCO TEORICO 
 
1.1 Clasificación taxonómica. 
El VIH pertenece a la gran familia de virus de los Retroviridae. Esta familia está 
conformada por un grupo diverso de virus que infectan a casi todos los 
vertebrados (ver figura 1). Su replicación es interesante, pues exhiben un patrón 
de comportamiento que los permiten diferenciar de otros virus (22). Este 
comportamiento consiste en que poseen una enzima llamada transcriptasa 
reversa, que puede usar las porciones del genoma de cada ARN del virión como 
molde para generar un ADN viral que luego será integrado al genoma de la célula 
y servirá para la síntesis del ARN viral y la traducción de proteínas que se 
ensamblaran para generar nuevos virus con capacidad infectante. 
 
 








La familia de Retroviridae está constituida por siete géneros con una estructura 
genómica bien diferenciada: de una parte están los Alfaretrovirus, Betaretrovirus y 
Gammaretrovirus considerados virus simples pues sólo codifican los productos 
Gag, Pro, Pol y Env; de la otra encontramos los Deltavirus, Epsilonvirus, 
Spumavirus y Lentivirus considerados virus complejos pues poseen marcos de 
lectura abiertos (ORF por sus siglas en ingles Open Reading Frame) que les 
permite generar una serie de proteínas auxiliares como Nef, Vpu, Vpr y Vif. El VIH-
1 y el VIH-2 pertenecen al género de los Lentivirus. El VIH-2 fue descubierto en 
1986 en el este de África y no es tan agresivo como el VIH-1; además el VIH-1 y el 
Figura 2: Relación filogenética entre VHI – 1 y VIH – 2, según gen pol. Se muestran cuatro grupos de 
lentivirus de primates no humanos, el Virus de la Inmunodeficiencia del Simio Sooty mangabey (SIVsmm), 
Sykes (SIVsyk), Chimpancé (SIVcpz) y African green monkey (SIVagm). El VIH – 2, está más relacionado al 
SIVsmm  y el VIH – 1 está más relacionado al SIVcpz. 
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VIH-2 no tienen un ancestro común, sino que provienen de virus aislados del 
Chimpancé (Pan troglodytes) y del Macaco (Cercocebus atys) respectivamente, y 
presentan cierta distancia filogenética (ver figura 2) (23).  
 
1.2 Subpoblaciones heterogéneas y formas recombinantes circulantes (FRC). 
La recombinación entre genomas de retrovirus fue primeramente demostrada 
durante infecciones mixtas de Virus Tumoral Aviar (24) y Virus de la Leucemia 
Murina (25) y más recientemente con retrovirus humanos (26). Aunque la 
recombinación puede ocurrir en todos los viriones, solamente una progenie 
genéticamente diferente puede ser generada a partir de viriones con dos 
diferentes ARNs (viriones heterocigotos), no a partir de viriones con idénticos 
ARNs, es decir viriones homocigotos (27). Los viriones heterocigotos son 
solamente generados a partir de células infectadas con más de un retrovirus 
(doble infección). Se ha demostrado que la doble infección ocurre frecuentemente 
en células T y células T primarias cultivadas, ofreciendo las bases para la 
generación de viriones heterocigotos que permiten observar frecuentes 
recombinaciones (28). Los estudios de individuos infectados con más de un VIH-1 
genéticamente diferente revelan que esos pacientes también tienen virus híbridos 
en su población viral (29, 30, 31, 32). Dos características de estos virus son (I) que 
el fenotipo biológico de genomas individuales pueda ser diferente y (II) que por 
virtud de su complejidad, las quasispecies puedan adaptarse rápidamente a 
nuevos ambientes por selección de una variante. Existe amplia información 
disponible para demostrar que las características del VIH son concordantes con 
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esta descripción. Se ha mostrado que provirus infecciosos difieren 
sustancialmente en sus propiedades biológicas (33, 34). Los estudios de 
individuos infectados con más de un VIH-1 genéticamente diferente revelan que 
esos pacientes tienen virus híbridos que a lo largo de su genoma tienen múltiples 
puntos mutados y causan epidemias en ciertas áreas geográficas. Para reportar 
oficialmente una nueva forma recombinante circulante, es necesario documentar 
al menos tres aislamientos virales sin relación epidemiológica que presente 
idénticas secuencias mosaico y por lo menos dos de estos deben estar 
genéticamente caracterizados en su totalidad (35). En África occidental entre el 
60% y el 84% de los aislamientos reportados como A, corresponden en realidad a 
recombinantes circulantes (A/G) (36), estas FRC han sido detectadas en países 
como Cuba y Portugal debido, probablemente, por la actividad migratoria (37, 38). 
En Bombay-India, se realizó un análisis genético en el que confirmó la existencia 
de una infección dual por VIH-1/VIH-2 en una cohorte de pacientes muestreados 
desde enero de 1992 hasta Septiembre de 1993. El análisis filogenético reveló una 
estrecha relación entre ambos tipos de virus, datos que eran consistentes con el 
patrón de contagio de una fuente común de entrada en la población de estudio y el 
predominio del subtipo C según las secuencias del gen env (39). Sin embargo, 
previos estudios sugieren que el VIH-2 es menos patogénico que el VIH-1 y no es 
transmitido con eficiencia (40). Al norte de la India, en la provincia de Heilongjiang-
China, se demostró en 19 muestras secuenciadas, la desproporcionada presencia 
del subtipo B´ junto con los A, B´, B, C, FRC_BC, (FRC07_BC, FRC_08BC), 
FRC01_AE y FRC02_AG convirtiendo a China en el país con la mayoría de los 
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subtipos de VIH-1 (41), el mismo subtipo también es encontrado en la provincia de 
Yunnan (42) y Henan (43, 44). La FRC01_AE fue originalmente identificada en 
Tailandia (45, 46) y la FRC07_BC, FRC_08BC ha sido identificada entre usuarios 
de drogas intravenosas (UDI) en China (47, 48). La ruta de entrada del subtipo B 
predominante en Yunnan, fue por Europa y Estados Unidos pero este subtipo ha 
sido desplazado por el subtipo B´ el cual es una variante del subtipo B, también 
llamada Thai-B (49, 50, 51). En Norteamérica predomina el subtipo B y se cree 
que el incremento en la frecuencia de otras FRC es consecuencia de procesos 
migratorios originados en regiones con predominancia de subtipos no B (52). En 
Argentina (53, 54), Bolivia (55), Venezuela (56, 57), Uruguay (58, 59), Perú (60) y 
Paraguay (61), se presenta la prevalencia del subtipo B y escasamente subtipos F, 
C y FRC. Brasil es el país suramericano que reporta la mayor variabilidad de 
subtipos de VIH-1. Hasta la fecha han sido reportados los subtipos B, C, D (62, 63), 
F (64), la FRC CRF02_AG (65) y coinfecciones (66). En Colombia hay estudios 
que muestran al subtipo B como el predominante (20, 21, 67), sin reportar FRC ni 
subtipos no B. 
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1.3 Las proteínas del VIH. 
Debido al rol que desempeñan en la biología del virus y a la importancia en su 
infectividad y patología, las proteínas del VIH serán consideradas en forma 




1.3.1 Proteínas de estructura. 
Las proteínas estructurales del VIH son derivadas de la poliproteína Gag, una 
proteína miristilada. La proteasa viral es activada durante el ensamblaje e hidroliza 
a Gag para generar péptidos espaciadores SP1 y SP2 y nuevas proteínas tales 
como la matriz (MA), que permanece asociada a la cara interna de la envoltura 
Figura 3: Esquema general de la estructura del Virus de la Inmunodeficiencia Humana y distribución de las 
proteínas que forman la partícula viral (68). 
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lipídica viral; la nucleocápside (NC), unida al genoma viral; la cápside (CA), que 
forma una estructura cónica que rodea a la nucleocapside, a la transcriptasa 
reversa, a la integrasa y por último a la p6 (69).   
1.3.2 La proteína de la Matriz (MA). 
MA tiene un dominio que muestra una región conservada de aminoácidos básicos 
hacia la región N terminal. Hacia el lado C terminal los aminoácidos forman un 
motivo α-hélice que se proyecta lejos del dominio globular. La unión a la 
membrana se realiza mediante la inserción del grupo miristílico y el dominio básico 
en la bicapa lipídica particularmente a PI que es un fosfoinositósido altamente 
concentrado en la membrana plasmática (Ver figura 4) (70, 71). 
 
 
Figura 4. Modelo de unión a la membrana por el dominio N-terminal de MA. La figura es mostrada en una 
vista superior (a) y una vista lateral del trímero de MA unido a la bicapa lipídica (b), con la cadena de acido 
miristílico coloreada en verde e insertada en la lado interno y los residuos básicos (azules) interactuando con 
acido fosfolipídico, incluyendo PI(4,5)P (en amarillo) 
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La cápside está compuesta por dos dominios: el C terminal, el cual representa un 
tercio de la proteína y el dominio N terminal que está compuesto de siete α-
hélices. Entre las hélices 4 y 5 del dominio N terminal, se encuentra un bucle en el 
cual se une la prolyl isomerasa, ciclophilin A, que es una proteína celular 
incorporada en el virion (Ver figura 5). Mutaciones en la proteína de la cápside 
producen varios fenotipos virales: aquellas que se producen en el dominio C 
terminal presentan virus con ensamblaje defectuoso, mientras que los cambios en 
el dominio N terminal generalmente no afectan la eficiencia de la producción del 
virus, pero pueden inhibir su propia maduración después de la liberación, 
afectando su capacidad infectante. El dominio C terminal de la cápside promueve 
Figura 5: Proteína de la cápside (CA). (a) Estructura terciaria de la cápside madura, el dominio N terminal 
esta coloreado en verde y el dominio C terminal esta coloreado en verde claro. (b) Modelo de cápside cónica 
compuesta por hexágonos, notese que al final hay declinaciones pentagonales en color rojo. 
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la multimerización de Gag, mientras que el dominio N terminal juega un papel 
importante en la condensación del núcleo y morfogénesis viral. 
1.3.4 La proteína de la nucleocápside (NC). 
Es un producto de la proteólisis inicial de la poliproteína Pr55Gag, la cual produce 




NC es necesaria para la replicación viral, para la unión al ARN viral, la cual facilita 
la interacción de otras regiones de Gag con membranas celulares. También es 
requerida para el reconocimiento y empaquetamiento del genoma viral. En los 
eventos de infección temprana actúa como una chaperona y hasta la fecha la 
Figura 6. Replicación del HIV-1. Se muestra los numerosos lugares en los que NC participa. La estructura en 
la parte superior izquierda es tomada de Summers et al.  (Lee et al., 1998), y muestra la localización de los 
residuos aminoacílicos básicos y ácidos coloreados en azul y rojo respectivamente. El ion zinc esta 




Figura 7. Procesamiento proteolítico de Gag del HIV-1 por parte de PR. La proteólisis inicial se lleva a 
cabo entre SP1 y el dominio de NC,  Durante la proteólisis, NC se encuentra en dos formas 
intermediarias, p15NC (la hidrolisis parcial contiene NC/SP2/p6), p9NC (la hidrolisis parcial contiene 
NC/SP2) y la forma procesada definitiva, p7NC.  
nucleocápside del VIH-1 es la proteína a la cual se ha asociado la más efectiva 
actividad de chaperona ya que tiene la propiedad de desestabilizar las hélices de 
Ácidos nucléicos y producir agregación de éstos. Facilita la conversión del ADN de 
hebra sencilla a ADN de doble hebra. Se ha reportado que mutaciones en la 
Nucleocápside pueden causar efectos en el ensamblaje de partículas virales, 
empaquetamiento del ARN genómico, maduración del dímero de ARN, 
transcripción reversa e integración (Ver figura 6).  
1.3.5 La proteína p6. 
La p6 es una pequeña proteína rica en prolina con un peso molecular de 6 kD, 




Figura 8. Estructura de los monómeros de los dominios de la Integrasa del VIH-1. (A) el dominio N-
Terminal (en azul) con un catión de Zn2+ (esfera grande) coordinado con un motivo HHCC. (B) el dominio 
C-Terminal (en verde), con el residuo catalítico D,D(35)E. (C) el dominio CTD (en rojo). 
Mutaciones en p6, en el motivo altamente conservado Pro-Thr-Ala-Pro (PTAP), 
bloquean un último paso del ensamblaje viral. Los viriones resultantes se 
acumulan en la membrana citoplasmática pero fallan al momento de salir no 
haciéndolo eficientemente. La p6 también funciona directamente en la 
incorporación de Vpr y Vpx dentro del virus (73). 
1.4 Las enzimas virales.  
1.4.1 Integrasa. 
La función de la Integrasa es integrar la doble hebra de ADN, resultante de la 
retrotranscripción, en el genoma de la célula hospedera. Este trabajo lo realiza en 
dos pasos, catalizados por tres residuos ácidos en el motivo característico D, 
D(35)E (dos aspartatos y un glutamato, el segundo aspartato está separado del 




En el primer paso de la integración, la integrasa remueve dos nucleótidos 
terminales (G y T) en cada extremo 3´ de cada hebra de ADN viral. En el segundo 
paso, hay una ataque nucleofílico al extremo 3´OH libre del ADN celular por parte 
del ADN viral, resultando en su integración completa. También participan en el 
proceso de integración, proteínas y enzimas celulares formando un complejo 
llamado complejo de preintegración (PIC) compuesto también por las proteínas 
virales Transcriptasa Reversa y la MA (74).  
1.4.2 Transcriptasa reversa (TR).  
Esta enzima, es capaz de convertir el ARN monocatenario viral en ADN 
bicatenario, en las etapas tempranas de la infección (75). En ningún momento de 
la replicación de los retrovirus hay corrección de errores. En el VIH la TR es más 
propensa a cometer errores que ninguna otra transcriptasa reversa pues carece 
de un sistema de corrección (76).  
La TR tiene tres actividades enzimáticas: (I) la polimerización de ADN, ARN 
dependiente; (II) degradación del ARN y del ARNt iniciador en el intermediario 
hibrido ARN-ADN y (III) polimerización del ADN, ADN dependiente. Además de los 
errores de la TR, la recombinación ha sido propuesta como fuente de la 
heterogeneidad viral. Dos modelos han sido propuestos para explicar la 
recombinación en retrovirus, la mayoría de ellos involucrando a la TR, pues la alta 
frecuencia de recombinación en los retrovirus ocurre durante la retrotranscripción 
de dos genomas diferentes encapsidados en la partícula del virion. Ambos 
modelos tienen en común la formación de viriones heterocigotos en la célula 
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Figura 9. Transcripción Reversa del genoma del VIH-1. Tomado de Annual Review of Biochemistry. 
infectada e intercambios genéticos durante la transcripción reversa en la siguiente 
estirpe celular y difieren en cómo ocurre el intercambio genético (77, 27).  
Un primer modelo propone un mecanismo de elección de copia modificado en el 
cual la TR salta desde un ARN molde hasta otro y cae sobre rupturas en la hebra 
de ARN y siempre permite un único provirus recombinante. El otro modelo 
alternativo, asume que dos genomas de ARN son retrotranscritos cada uno en dos 
hebras de ADN negativo y que las ramificaciones de cada hebra recombinan con 
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Figura 10. Transcriptasa reversa unida al sustrato ADN–ADN. Tomado de: Sarafianos, et al. 2009. (83). 
regiones homólogas sobre otro ADNc en un mecanismo de dislocación-asimilación 
y produce un heteroduplex recombinante parental de ADN, en el cual una hebra 
de DNA, es parental y la otra es recombinante (78). Reciente evidencia 
experimental en viriones heterocigotos (79) y transcriptasa reversa (80, 81, 82) es 





La proteína Gag, es una poliproteína que es hidrolizada para generar 

























Dicha actividad es esencial para que el virus sea infeccioso y es realizada por una 
enzima viral que está muy relacionada a proteínas celulares como pepsina y 
renina. Esta enzima es la proteasa compuesta por cuatro cadenas β plegadas. 
Sus dominios N terminal y C terminal interactúan para producir un dímero activo 
(Ver figura 11). La actividad se lleva a cabo gracias a dos residuos opuestos de 
aspartato en el centro activo para coordinar una molécula de agua que cataliza la 
hidrolisis del enlace peptídico de la proteína blanco (84, 85). 
Figura 11. Proteasa del VIH-1 libre en una configuración abierta. 
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1.5 Las proteínas auxiliares.  
Los lentivirus, se diferencian de los otros retrovirus, porque poseen marcos de 
lecturas abiertos adicionales (ORF, del inglés Open Reading frame) que codifican 
para una serie de proteínas conocidas como proteínas auxiliares. Estas proteínas 
se clasifican en dos grupos: las proteínas reguladoras y las proteínas accesorias. 
1.5.1 Las proteínas reguladoras. 
Las proteínas reguladoras reciben este nombre debido a que regulan la replicación 
viral y son esenciales para el ciclo de vida del VIH. Las proteínas Tat y Rev, 
controlan el ritmo de expresión y exportación del ARNm viral. 
1.5.1.1 Tat (Transactivador transcripcional). 
La principal función asignada a la proteína Tat es la de fungir como elemento 
transactivador de la transcripción de los genes virales. La expresión del ADN viral 
es un paso crítico en el ciclo replicativo del virus; para tal efecto unas proteínas 
conocidas como factores de trascripción se unen en ciertas regiones del ADN, 
estimulando el proceso de transcripción. Una vez avanzado el proceso de 
transcripción la proteína Tat se une al ARN neo-sintetizado interactuando con una 
estructura tipo asa que se forma en el ARN viral en transcripción y que está 
ubicada hacia el extremo 5’ del transcrito viral en la región R del promotor LTR, 
conocida como TAR (Transactivation response element) (86). Seguidamente a 
esta unión, Tat induce una modificación de la cromatina al unirse con complejos 
de proteínas y desencadenar el reclutamiento de otras proteínas para formar un 
complejo ribonucleoproteíco que aumenta la eficiencia de la ARN polimerasa II y 
favorece la elongación del ARN (87, 88). Tat también es un inmunomodulador 
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pues altera la respuesta inmune del hospedero cumpliendo un papel importante en 
la patogénesis del VIH-1, pues interfiere con la vía de señalización del receptor de 
IFN-γ. Tat actúa induciendo la actividad de la proteína supresora de la 
señalización de citocina-2, SOCS-2 (suppressor of cytokine signaling-2) que 
impide la fosforilación de STAT1 y la consecuente transcripción de genes 
específicos regulados por el IFN-γ, alterando y favoreciendo la supervivencia del 
virus. Tat se ha relacionado con el daño de la función neuronal observado en la 
demencia asociada a la infección por VIH-1. Tat tiene además efectos 
proinflamatorios y puede hacer parte de los mecanismos responsables de la 
eliminación de linfocitos T induciendo la muerte de las células T CD4+ a través de 
múltiples vías apoptóticas (89).  
1.5.1.2 Rev (Regulador de la expresión viral). 
La función asignada a Rev es transportar a los transcritos virales entre el núcleo y 
el citoplasma. Rev es sintetizada en el citoplasma y luego pasa al núcleo donde 
interactúa con la secuencia RRE (del inglés Rev response element) presente en 
los transcritos virales semiprocesados y sin procesar; esta interacción favorece el 
reclutamiento de proteínas nucleares, entre ellas Crm1 y Ran-GTP, para formar un 
complejo de exportación que lleva los diferentes transcritos hacia el citoplasma, en 
donde serán traducidos por los ribosomas en proteínas estructurales y no 
estructurales del virus (90). Se ha descrito que Rev está presente en el espacio 
extracelular neuronal y que su presencia allí está relacionada con la demencia 
asociada a la infección por VIH-1 (91). 
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1.5.2 Las proteínas accesorias. 
Las proteínas accesorias reciben este nombre debido a que no son indispensables 
para la replicación viral, ya que se ha demostrado in vitro que mutaciones que 
afectan la expresión de estas proteínas no interfieren en la replicación viral. No 
son comúnmente encontradas en otros retrovirus sin embargo, promueven la 
replicación viral, la transmisión y evasión de la inmunidad innata y adquirida de 
una manera eficiente. 
1.5.2.1 Proteína Nef. 
Es una proteína multifuncional  (92), que es expresada abundantemente en las 
etapas tempranas de la infección (93). Ha sido asociada al mantenimiento elevado 
de la carga viral in vivo, ya que evita la superinfección de las células por parte de 
los virus liberados; al aumento de la multiplicación viral y a la infectividad viral (94). 
Es responsable también de la disminución de la expresión de las moléculas del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase I, contribuyendo a los mecanismos 
de persistencia y de evasión del sistema inmunitario del virus (95, 96, 97). Ha sido 
asociada con la disminución del receptor CD4 a nivel de la superficie celular (98), 
evitando el fenómeno de agregación viral producto de la interacción de CD4–
gp120 de los virus nacientes (99). Finalmente, se ha determinado no ser esencial 
para la replicación viral en algunas células in vitro (100).  
1.5.2.2 Proteína Vpu. 
Vpu es una proteína integral de membrana que actúa junto con Nef en la inducción 
de la degradación de la molécula CD4. A diferencia de Nef, Vpu lleva a cabo la 
degradación de CD4 a nivel del Retículo Endoplasmático vía ubiquitina. Otra 
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función atribuida a Vpu es el aumento de la salida viral a partir de la membrana 
plasmática de las células infectadas (101). Vpu se encuentra exclusivamente en 
los virus VIH-1 y en el VIScpz, sin embargo, el VIH-2 contiene otro gen, el vpx, que 
codifica una proteína de 113 aminoácidos y que permite la infección de los 
macrófagos y la diseminación vírica (102, 103). 
1.5.2.3 Proteína Vpr. 
Es una proteína de fase tardía que está localizada en el núcleo de la célula y hace 
parte del complejo de preintegración junto con la integrasa, la matriz, la 
transcriptasa inversa, y ciertas proteínas celulares, que importa al ADN recién 
sintetizado hacia el núcleo (104). Se ha documentado que esta proteína aumenta 
la eficacia de infección en las células que no están en división, como los 
macrófagos (105), además de que puede ser un agente causal de la depleción de 
las células T CD4 mediante la inducción de apoptosis. Se ha sugerido que una 
forma de inducir la apoptosis es actuando como un factor soluble secretado por las 
células infectadas que induce directamente la permeabilización de la membrana 
mitocondrial por una interacción directa de Vpr con el Traslocador del Adenin 
nucleótido (ANT) (106, 107). Esta permeabilización permite la liberación de 
factores apoptóticos tales como citocromo c y el Factor de Inducción de Apoptosis 
(AIF). Otra forma de inducir la apoptosis es actuando indirectamente sobre la 





1.5.2.4 Proteína Vif. 
Es una proteína ubicada en el citoplasma de la célula infectada y expresada en 
altos niveles. Se requiere para mantener la infectividad de las partículas virales 
libres (109), el mantenimiento de la morfología viral y evitar la disminución de las 
proteínas Gag y Pol de importancia en las etapas de ensamblaje y/o maduración 
viral (110). Finalmente, Vif contribuye a la síntesis del ADN proviral  (111). 
1.6 Las glicoproteínas de la envoltura. 
Estas glicoproteínas, son el blanco principal de los anticuerpos neutralizantes 
(112) y el diseño exitoso de una vacuna se ha visto complicado por la remarcable 
heterogeneidad de sus secuencias (113). La más alta heterogeneidad es 
encontrada en las regiones de la glicoproteína gp120 designadas como V1 a V5 y 
una consecuencia de esta variación, sería la evasión del sistema inmunitario por 
parte del virus (114). Las moléculas que constituyen las glicoproteínas de 
envoltura del VIH son: la gp120 y la gp41. 
1.6.1 Glicoproteína de envoltura gp120. 
La glicoproteína de envoltura del VIH-1 gp120 es la responsable de la unión del 
virus al principal receptor CD4, al igual que a otros correceptores tales como el 
CXCR4 y el CCR5 presentes mayoritariamente en los linfocitos T y en los 
macrófagos, respectivamente (Ver figura 12). La gp120 esta codificada por un 
ARNm bicistrónico y es generada por la hidrólisis de la glicoproteína gp160 por 
parte de una endopeptidasa celular llamada furina para producir gp120 (SU, 
superficie) y la gp41 (TM, transmembranal). Dicha hidrólisis es necesaria para 






Particularmente, la gp120 es fuertemente glicosilada en motivos relativamente 
conservados hallados en el contexto N-X-S/T (N, representa Asparagina; X 
representa cualquier aminoácido, excepto Prolina; S, representa Serina y T, 
representa Treonina) con cadenas de oligosacáridos en un 50% 
aproximadamente, con el propósito de ocultarla y poder evadir al sistema 
inmunológico (Ver figura 13) (116).  
Figura 12. Estructura de la gp120 del VIH-1. La gp120 del VIH-1 es mostrada en color gris y la región V3 
en color rojo. El receptor CD4 es mostrado en color amarillo junto con la porción Fab de un anticuerpo  







Figura 13. Esquema estructural de la gp120 del VIH-1. Presenta secuencias conservadas (C1 hasta la 
C5) y secuencias variables (V1 hasta la V5) que están intercaladas. Los residuos de cisteína de la 
gp120 están altamente conservados en los primeros bucles de regiones variables. Se muestran las 




1.6.2 Glicoproteína de envoltura gp41. 
La gp41 es una proteína transmembranal que es codificada por el gen env. Tiene 
un peso molecular de 41 kD y, al igual que la gp120, es glicosilada. La gp120 
interactúa con el receptor celular CD4 y con los correceptores CCR5 o CXCR4 el 
cual induce una cascada de cambios conformacionales en la gp120 y gp41. Como 
consecuencia de esto se aproxima la membrana celular y la envoltura viral para 
fusionarse (117).   
 
 
La gp41juega un papel muy importante en la fusión viral. El dominio extracelular 
de gp41 tiene tres regiones funcionales importantes: el péptido de fusión que está 
compuesto por residuos hidrofóbicos ricos en glicina que son importantes en la 
penetración inicial en la membrana de la célula diana, las hepta repeticiones N- y 
C-terminal que están compuestas por residuos hidrofóbicos que tienen la 
tendencia a formar hélices alfa y el péptido C que también puede unirse al péptido 
Figura 14. Representación de la gp41. Estructura cristalina compuesta desde los residuos 531 al 581 y 628 al 
681 unidos para formar la región transmembranal y el péptido fusión.  
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fusión, bloqueando así su inserción en la membrana de la célula diana.  La gp41 
tiene una secuencia de aminoácidos ubicada en la región intracitoplasmática  que 
actúa como señal de polarización/endocitosis al interaccionar con la proteína Vpu. 
Dicha interacción determina la salida basolateral del virus hacia un polo 
determinado en linfocitos infectados. Por otro lado, la incorporación de Env dentro 
de la partícula viral se ve favorecida por la degradación de CD4 a nivel de la 




2.1 Objetivo general. 
Caracterizar la región V3 de la glicoproteína de envoltura (gp120) del Virus de 
la Inmunodeficiencia Humana a partir de aislados de individuos infectados de la 
región Caribe colombiana. 
 
2.2 Objetivos Específicos. 
2.2.1 Determinar la secuencia de aminoácidos a partir de la secuenciación 
nucleotídica de la región V3.  
2.2.2 Determinar al interior de la región V3, la conservación de aminoácidos y 
motivos relevantes y determinantes para la biología del virus. 




3. MATERIALES Y METODOS. 
 
3.1 Tipo de Estudio: 
Se aplicó un diseño descriptivo transversal ya que en el estudio se hizo una 
caracterización del virus circulante en la Costa Caribe, en un tiempo definido, sin 
seguimiento posterior. 
3.2 Población de estudio. 
Ochenta individuos fueron seleccionados entre pacientes VIH positivos que 
acudían al Programa de Atención de pacientes de VIH de la Red Pública del 
Hospital General de Barranquilla y a la Institución Prestadora de Salud Centro de 
Medicina Integral y que aceptaron libremente participar en este estudio. Estos 
pacientes habían sido diagnosticados mediante la prueba de ELISA y confirmados 
mediante Western Blotting. 
3.3 Criterios: 
3.3.1 Criterios de inclusión: 
3.3.1.1 Pacientes de ambos sexos y procedentes de la región Caribe 
del país. 
3.3.1.2 Diagnóstico de VIH/SIDA mediante ELISA y confirmado por 
western-blotting.  
3.3.1.3 Consentimiento informado por escrito y firmado por el paciente 
para participar en el estudio previa explicación del proyecto. 
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3.3.2 Criterios de exclusión: 
3.3.2.1 Niños y adolescentes tempranos. 
3.3.2.2 Personas con VIH/SIDA en fase terminal. 
 
3.4 Recolección de las muestras. 
Los pacientes que cumplían con los criterios de inclusión y daban su autorización 
mediante consentimiento informado eran sometidos a una extracción de 3 a 5 mL 
de sangre total periférica en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson Corp., 
Rutherford, New Jersey) que contenían EDTA. Las muestras eran transportadas 
en refrigeración a las instalaciones de la Universidad del Norte para su inmediato 
procesamiento. 
 
3.5 Extracción de ADN: 
Para obtener el buffy coat, los tubos eran centrifugados a 1000 RPM durante 15 
minutos en una centrifuga refrigerada Legend Mach 1,6R (Sorvall®). El ADN 
genómico total fue extraído del buffy coat usando el kit de extracción MasterPure 
DNA purification for blood versión II de Epicentre Biotechnologies® (Madison, 
Wisconsin). De acuerdo a las instrucciones del fabricante, 300 µL del buffy coat 
eran mezclados con 1200 µL de solución de lisis de glóbulos rojos e incubados por 
10 minutos y posteriormente centrifugados a 10000 RPM durante 25 segundos, el 
sobrenadante fue descartado. Luego, 600 µL de solución de lisis celular fueron 
agregados al precipitado, mezclados vigorosamente y adicionados con 250 µL de 
solución de precipitación de proteínas. Esta mezcla era centrifugada durante 10 
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minutos a 10000 RPM. El ADN contenido en el sobrenadante, era precipitado 
transfiriéndolo a un tubo eppendorf limpio y adicionado con 700 µL de etanol 
absoluto, grado Biología Molecular, marca Merck® y sometido a dos lavados con 
etanol al 70%. Las muestras de ADN eran rehidratadas en 200 µL de TE, según 
instrucciones del fabricante. Para determinar la pureza y concentración de los 
ADN obtenidos se empleó un espectrofotómetro Biomate 3 (Thermo Electron 
Corporation). Las muestras eran guardas a -20° C hasta su posterior utilización. 
3.6  Amplificación de la Región C1-C5: 
2000 ng de ADN fueron añadidos a 5 µL de buffer de PCR 10X, 2.5 U de Taq 
polimerasa en 50 mM KCl, 10 mM Tris (pH 8.3), 2 mM MgCl2, 1% dimethyl sulfoxide y 
1% glicerol, 5 pmol de cada cebador y 0.2 mM de cada desoxinucleotidotrifosfato, 
en un volumen final de 50 µL. Los cebadores utilizados fueron ED3 (5´  TTA GGC 
ATC TCC TAT GGC AGG AAG AAG CGG 3´) y ED14 (5´ TCT TGC CTG GAG 
CTG TTT GAT GCC CCA GAC 3´ ) que amplificaron un segmento de 2000 pb, 
correspondiente al primer exón del gen rev desde la posición 5960 hasta la región 
codificante de gp41 del gen env en la posición 7960 (Ver figura 15) (119). Un 
Control positivo era incluido en cada amplificación.  
Las condiciones estándar de cada amplificación eran las siguientes: tres ciclos de 
94°C por un minuto, 55°C por un minuto y 72°C por un minuto. Seguidos de 32 
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 minutos, 72°C por 1 minuto y un 
extensión final de 72°C por 5 minutos.  
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3.7 Amplificación de la región C2-V3-C3: 
La segunda ronda amplificó un segmento de 500 pb correspondiente a la región 
C2-V3-C3 del gen env desde la posición 6820 hasta la 7378 (Ver figura 15). 2 µL 
de producto de la primera ronda de amplificación fueron añadidos a 2.5 U de Taq 
polimerasa en 50 mM KCl, 10 mM Tris (pH 8.3), 2 mM MgCl2 , 1% dimethyl sulfoxide, 1% 
glicerol, 5 pmol/µL de cada oligonucleótido ED31 (5' CCT CAG CCA TTA CAC 
AGG CCT GTC CAA AG 3´) y ED33 (5´ TTA CAG TAG AAA AAT TCC CCT C 3´) 
(120) y 0.2 mM de cada desoxinucleotidotrifosfato, en un volumen final de 100 µL. 
El producto del Control positivo de la primera ronda de amplificación fue incluido. 
Las condiciones estándar de cada amplificación eran las siguientes: tres ciclos de 
94°C por un minuto, 55°C por un minuto y 72°C por un minuto. Seguidos de 32 
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 minutos, 72°C por 1 minuto y una 
extensión final de 72°C por 5 minutos.  





Figura 15. Organización del genoma del VIH, ilustrando la posición de las regiones codificantes. El gen env 
es magnificado para mostrar la posición relativa de las regiones variables (V1 a V5) y la posición de los 
oligonucleótidos empleados en este trabajo. Tomado de: Protocolo de subtipificación según env del VIH-1, 
versión 5. (Laboratorio de James I. Mullins, Departamento de microbiología Universidad de Washington 
School of Medicine. Seattle, WA, 98195-8070). 
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3.8 Electroforesis:  
La electroforesis para la observación de los productos de la segunda PCR se llevó 
a cabo en gel de agarosa al 1% durante una hora a 120 Voltios, tincionado con 
bromuro de etidio a una concentración final de 0.05 µg/mL. Todos los controles 
positivos eran incluidos junto con un marcador de peso molecular HyperLadder® 
IV (Bioline). Luego de la migración los productos fueron fotografiados en un 
fotodocumentador (Biorad®) (Ver figura 19). 
3.9 Secuenciación del ADN: 
Muestras de producto amplificado en la segunda ronda fueron sometidas a un 
proceso de precipitación con EDTA y Etanol, resuspendidas en agua y 
cuantificadas por espectrofotometría a 260 nm y 280 nm. 90 ng fueron sometidos 
a una ronda de amplificación para una sola hebra de ADN con el oligonucleótido 
ED31 (5' CCT CAG CCA TTA CAC AGG CCT GTC CAA AG 3´) en una reacción y 
con el oligonucleótido ED33 (5' TTA CAG TAG AAA AAT TCC CCT C 3´) en otra 
reacción con el kit de secuenciación BigDye® Terminator v3.1 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). Los productos de amplificación eran analizados en 
un secuenciador automático marca Applied Biosystems modelo 3130.  
3.10 Análisis y alineamiento de las secuencias: 
Las secuencias obtenidas fueron sometidas a revisiones manuales para 
determinar su calidad y transcritas en aminoácidos usando el programa 4Peaks 
(Mekentosj B.V. Gerberastraat 117 1431 RA Aalsmeer, The Netherlands. KvK 
Amsterdam 34282675). Finalmente, todas las 42 secuencias correspondientes al 
bucle V3, fueron alineadas usando el programa CLC Work Bench (LCLbio). 
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3.11 Diagrama de Actividades. 
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4.1 Características Epidemiológicas de la Población en Estudio.  
Desde el primer reporte en 1983 con unos pocos casos documentados, el VIH se 
ha convertido en una pandemia que ha llegado a infectar a más de 33.4 millones 
de personas en el mundo (121). En Latinoamérica se ha estimado que hubo 
170.000 nuevos casos en el 2008, aumentando la cifra a 2 millones de personas 
infectadas, presentando una incidencia del 0.6% caracterizada por una epidemia 
de bajo nivel. El número de hombres infectados por VIH en América latina es 
considerablemente más alto que el número de mujeres, este fenómeno se debe en 
gran parte a la predominancia de la transmisión homosexual entre hombres, 
representando el porcentaje más alto en Latinoamérica (122). La tendencia de la 
muestra analizada en nuestro estudio, en donde los hombres representan un 69% 
de los casos de infección por VIH, podría demostrar que el comportamiento de la 
epidemia con relación a la distribución por sexos en la costa del Caribe 
Colombiano es similar a la presentada en Sur América. Igualmente se refleja una 
concordancia con lo observado en los países de Centro América, en donde existe 
una probabilidad de cada tres, que los hombres que mantienen relaciones 
homosexuales, contraigan la infección (123, 124). Otro factor importante 
observado en la población estudiada, es el inicio de la actividad sexual a edades 
tempranas. En efecto, el 47.8 % de los individuos, estaba incluido dentro del 
primer rango de edades, que comprendía edades desde los 16 a los 29 años. En 
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el segundo rango conformado por individuos de 30 a 39 años se encontraba el 
21.7% de la población, porcentaje idéntico a los individuos incluidos dentro del 
tercer rango y conformado por individuos de 40 a 49 años (125, 126). El bajo nivel 
de escolaridad es otro factor que incide en la transmisión del VIH. En este estudio 
se observó una tendencia acorde con este fenómeno pues el 92.2% de la 
población analizada, presentaba un bajo nivel de formación académica además de 
bajos ingresos económicos. De los encuestados, el 41 % declaró ser heterosexual, 
mientras que sólo el 27 % manifestó ser homosexual. Un 12% de la población 































Estos datos y el hecho de que el 28% de los encuestados, manifestó no tener un 
compañero sexual estable y no usar preservativo, frente a sólo un 6 % que 
manifestó tener pareja sexual estable, sugiere que la transmisión del virus está 
dada principalmente por vía sexual entre la población heterosexual. 
Las observaciones realizadas referentes al tiempo de diagnóstico de la infección 
en el análisis socio demográfico, como se observará más adelante en detalle, 
están fuertemente ligadas a lo encontrado en el análisis genético de los virus de la 
población estudiada, pues un periodo corto de Infección está fuertemente 
relacionado con la presencia de cierto tipo de fenotipo viral no inductor de sincitia 
(NIS) o M trópico el cual predomina en la etapa asintomática, mientras que un 
periodo largo de infección esta correlacionado con el cambio de fenotipo viral a T 
trópico, empleo del correceptor CXCR4 y progresión de la enfermedad a fase 























Tipo de Practica Sexual
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SIDA. El 73% de los individuos estudiados manifestó tener un tiempo de 
diagnóstico menor a dos años. De otra parte, sólo el 6% de individuos, manifestó 
tener un tiempo mayor a dos años lo que está relacionado con una baja frecuencia 
(30.1%) de mutaciones responsables del cambio de fenotipo viral (Ver figura 18 y 
tabla 1). 
Figura 18. Distribución de individuos según tiempo de diagnóstico en la población encuestada. 
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4.2 Análisis y Alineamiento de las secuencias de la Región V3. 
La región V3 del gen env fue amplificada exitosamente por Reacción en Cadena 










La región V3 es el dominio con mayor tasa de variación, sin embargo esta 
variación es relativa (127). Pequeños cambios en el tetrámero que está ubicado en 
la corona del motivo V3 deben disminuir significativamente la combinación de 
anticuerpos en suero (128). Esto se debe a que el sistema inmunológico tiende a 
utilizar preferentemente la memoria inmunitaria basada en una versión antigua del 
virus (129).  
El alineamiento múltiple de las secuencias de los aminoácidos deducidos de la 
secuencia nucleotídica de la región V3 con la herramienta CLC Work bench 
(CLCbio), muestra que 26 muestras (61.9%) poseen 35 aminoácidos en la región 
V3 (COL001, COL003, COL004, COL006, COL009, COL011, COL012, COL013, 
COL014, COL016, COL019, COL021, COL023, COL024, COL026, COL028, 
Figura 19. Electroforesis. Gel de agarosa al 1%  tincionada con bromuro de etidio. MPM: Marcador de 





COL029, COL032, COL041, COL042, COL043, COL058, COL059, COL070, 
COL071, COL075), las restantes 16 muestras (38.1%) poseen 34 aminoácidos 
(COL005, COL007, COL008, COL015, COL017, COL018, COL020, COL022, 
COL025, COL033, COL036, COL061, COL062, COL065, COL065, COL074) (Ver 
figura 20).  
4.3 Residuos de cisteína. 
Se ha determinado que la cisteína, un aminoácido que contiene Azufre en su 
estructura y forma enlaces disulfuros dentro de un polipéptido o entre diferentes 
polipéptidos para aumentar su estabilidad, es responsable de la estructura en 
bucle característico de la región V3 (Ver figura 13). Se observó la conservación de 
dichos residuos en todas las secuencias y se determinó que ninguna de las 
muestras analizadas presenta pérdida de los residuos de cisteína en las 
posiciones 1 y 35, (correspondiente a las posiciones 296 y 330 de la gp120) (Ver 
figura 20).  
4.4 Corona de la región V3. 
La corona de la región V3, situada en las posiciones 15 a 18 (310 a 313 en la 
gp120), es la tercera porción variable de la gp120. En los virus estudiados, se 
exhibe una heterogeneidad en la cual predomina el motivo GPGR en 34 muestras 
(80.1%) propio del subtipo B en Estados Unidos y Europa, seguido del motivo 
GPGA en 3 muestras (7.1%): COL003, COL020 y COL058.Los motivos GPGQ, 
GPGK y GPGS se presentan sólo en las muestras COL032, COL025 y COL012, 
respectivamente. No se encontró el motivo GWG que corresponde al subtipo B 




 1                                   35 
consenso C T R P N N N T R K S I H I G P G R A F Y A T G D I I G D I R Q A H C 
COL001 • • • • • • • • • R G • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
 COL003 • • • • • • • • • • • • N M • • • A • L • V • • E • • • N • • • • • • 
COL004 • • • • • • • • • • • • N • • • • • • • • T • • • • • • N • • • • • • 
COL005 • • • • • • • • • R • • • T • • • • • L • T • • - V • • • • • • • Y • 
COL006 • • • • S • • • • • G • • M • • • • T • • T • • • • • • • • • • • • • 
COL007 • • • • • • • • • R G • • • A • • G • L • T • • - • • • • • • R • Y • 
COL008 • I • • • • • • • • • • P V • • • • • • • T • • N • • E • - • • • P • 
COL009 • A • • • • • • • • G • T L • • • • V L • • • • A • • • • • • • • • • 
COL011 • A • • • • • • • • • V T L • • • • V L • • • • E V V • • • • • • • • 
COL012 • • • • Y • • • • R • • P • • • • S • • • • • • N • • • • • • • • • • 
COL013 • • • • G • • • I • G • Y R • • • • • I • V R D K • • • • • • • • Y • 
COL014 • • • • • • • • • R G • N • • • • • • W • • A • • • • • • • • K • • • 
COL015 • • • • • • • • • R • • • • • • • • • L • T • • - V • • • • • • • Y • 
COL016 • • • • • • • • • • • • A • • • • • • • • • • • • • • • • • • E • • • 
COL017 • • • • • • • • • R • • • T • • • • • L • T • • - V • • • • • • • Y • 
COL018 • • • • • • • • • R • • • • • • • • • L • T • • - V • • • • • • • Y • 
COL019 • • • • Y • • • • • • • • • • • • • • • • • • • E V • • • • • • • • • 
COL020 • V • • • • • • • • G V • • • • • A • L F - • R T • • • N • • • • • • 
COL021 • • • • G • • • • Q • • S L • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
COL022 • • • • • • • • • R • • • T • • • • • L • T • • - V • • • • • • • Y • 
COL023 • • • • G • • • • • • • • • • • • • • • F • • • • • • • • P • • • • • 
COL024 • • • • G • • • • • • • • M • • • • • L • • • • Q • • • • • • • • • • 
COL025 • • • • • • • • • R G • • M • • • K - • • T • • A • • • • • • • • Y • 
COL026 • • • • S • • • • • • • • M • • • • • L • • • • Q • • • • • • • • • • 
COL028 • • • • • • • • • • • • R • • • • • T • • • • • Q V • • • • K • • • • 
COL029 • • • • • • • • • R • • • L • • • • T L • • • • • • • • • • • • • • • 
COL032 • • • • • • • • • • G • • • • • • Q • • • T M • E V • • • • • • • • • 
COL033 • • • • • • • • • • • • N • • • • • • L • T • - • • • • • • • • • • • 
COL036 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • L • T • R - V • • N • • • • Y • 
COL041 • • • • S • • • • • • • N • • • • • • L F L • • Q • • • • • • E • Y • 
COL042 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • T • • E V • • • • • K • Y • 
COL043 • • • • • • • • • • • • P • • • • • • • • • • • • • • • • • • R • Y • 
COL058 • • • • • • • • • • • • • • • • • A • • • • • E • • • • N • • • • • • 
COL059 • • • • S • • • • • • • N • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • Y • 
COL061 • • • • • • • • • • • • • M • • • • • • • • • - • • • • • • • • • • • 
COL062 • I • • • • • • • R • • N • • • • • • • • - • A • • • • • • • K • • • 
COL064 • • • • • • • • • Q • V • M • • • • G I F T • - K • • • N • • • • • • 
COL065 • I • • • • • • • R • • N • • • • • • • • - • A • • • • • • • K • • • 
COL070 • I • • • • • • • • • • P M • • • • • • • • A • • • • • N • • • • • • 
COL071 • • • • • • • • • • D • • • • • • • • • • T • • • • • • • • • • • Y • 
COL074 • • • • • • • • • • • • • • Q • • • • • • • • - E • • • • • • R • • • 
COL075 • • • • Y • • • • R R • • • • • • • • • • • A K G • G • • • • K • Y • 
 
Figura 20. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos del bucle V3 de la proteína de envoltura del VIH, 
comparadas con la secuencia consenso. Los puntos denotan homología entre las distintas secuencias y las diferencias se 
representan por con una  letra según la convención para aminoácidos en una sola letra. En la secuencia consenso, las letras 
en rojo indican los residuos de Cisteína (C). El sitio de glicosilación esta resaltado en azul claro. Las posiciones que ocupan 




4.5 Sitios de glicosilación. 
En la región V3 de la envoltura del VIH  sólo se encuentra un sitio de glicosilación 
representado por el motivo N-X-S/T (N, representa Asparagina; X representa 
cualquier aminoácido, excepto Prolina; S, representa Serina y T, representa 
Treonina) ubicado en la posición 6 a 8 (301 a 303 de la gp120) hacia la región N 




La importancia de los sitios de glicosilación radica en que se constituyen en el 
mayor mecanismo para bloquear, evadir o minimizar la respuesta neutralizante de 
los anticuerpos y promover la persistencia viral (130). Diferentes sitios de 
glicosilación, especialmente los que se encuentran en la región C3 y C5, ofrecen 
una sensibilidad variable a la respuesta neutralizante de los anticuerpos, 
especialmente en el VIH-1 subtipo B (131). Mediante análisis de los potenciales 
sitios de glicosilación en las muestras estudiadas encontramos que el único sitio  
(localizado en la posición 6 a 8) estaba presente en todas las 42 muestras 
analizadas (Ver figura 20). 
Figura 21. Secuencia consenso del bucle V3 de la proteína de envoltura del VIH. Se muestra el único sitio 
de glicosilación y el motivo conservado GPG en la corona del bucle V3.  
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4.6 Tropismo viral y empleo de correceptor. 
La presencia de aminoácidos sin carga o con carga negativa en las posiciones 11 
y/o 25 de la secuencia del bucle V3 (306 y 320 en la gp120) se ha asociado al 
fenotipo viral no inductor de sincitia (NIS) o M trópico el cual predomina en la 
etapa asintomática, emplea al correceptor CCR5 y posee en la región V3 la 





Un cambio a un aminoácido con carga positiva en las posiciones mencionadas, 
está correlacionado con el cambio de fenotipo viral a T trópico, empleo del 
correceptor CXCR4 y progresión de la enfermedad a fase SIDA (133). La mayoría 
de los virus secuenciados en este estudio, presentan aminoácidos sin carga como 
Serina (S) o con grupos R no polares como Glicina (G) en la posición 11 (306 de la 
gp120) y aminoácidos con carga negativa como Glutamato (E) o Aspartato (D) en 
la posición 25 (320 de la gp120). En efecto, 29 muestras (45.23%), poseen la 
Figura 22. Conservación de los residuos aminoacídicos de la secuencia de V3 correspondiente a 















secuencia S/GXXXGPGXXXXXXXE/D entre las posiciones 11 y 25. Los 
aminoácidos más frecuentes en dichas posiciones son Serina (31 veces) y Acido 
Aspártico (17 veces), respectivamente. Doce muestras presentaron cambios de 
aminoácidos en la posición 25 y sólo una presentó cambio de aminoácidos en las 
posiciones 11 y 25 para un total de 13 muestras (30.1%) con mutaciones (Ver 















COL008 49 M >6 AÑOS SINTOMATICO ND SXXXGPGRXXXXXXXN 
COL009 57 M ND ND ND GXXXGPGRXXXXXXXA 
COL012 37 M >4 AÑOS ASINTOMATICO HOMOSEXUAL SXXXGPGSXXXXXXXN 
COL013 48 M ND ND ND GXXXGPGRXXXXXXXK 
COL020 22 F >2 AÑOS ASINTOMATICO HETEROSEXUAL GXXXGPGAXXXXXXXT 
COL024 49 M >2 AÑOS SINTOMATICO HETEROSEXUAL SXXXGPGRXXXXXXXQ 
COL025 57 M <1 AÑO ASINTOMATICO TRANSFUSIÓN GXXXGPGKXXXXXXXA 
COL026 32 M >10 AÑOS ASINTOMATICO HOMOSEXUAL SXXXGPGRXXXXXXXQ 
COL028 38 M >2 AÑOS ASINTOMATICO HOMOSEXUAL SXXXGPGRXXXXXXXQ 
COL041 54 M >2 AÑOS SINTOMATICO HETEROSEXUAL SXXXGPGRXXXXXXXQ 
COL064 32 M <1 AÑO SINTOMATICO HOMOSEXUAL SXXXGPGRXXXXXXXK 
COL071 58 F <1 AÑO ASINTOMATICO ND DXXXGPGRXXXXXXXD 
COL75 32 F ND ASINTOMATICO ND R XXXGPGRXXXXXXXG 
 
 
Se observó una gran conservación (100%) de los aminoácidos C(posición 1), 
R(3), P(4), N(6), N(7), T(8), P(16), G(18), A(33) y C(35) a lo largo de las 
secuencias estudiadas. Sin embargo las posiciones 10 (K), 13 (H), 14(I), 20(F), 
22(A), 25(D), 34(H) presentan un porcentaje bajo de conservación  que 
corresponde al 61.91%, 57.14%, 59.52%, 54.76%, 54.76%, 54.76%, 59.52%,  
respectivamente. 
Tabla 1. Datos epidemiológicos y clínicos de los 13 individuos con mutaciones en las posiciones 11 





Un análisis genético del VIH fue desarrollado secuenciando productos de 
Reacción en Cadena de la Polimerasa del fragmento del gen de la envoltura que 
comprende desde la región constante C2 hasta la C3. 42 secuencias fueron 
exitosamente amplificadas a partir de sangre periférica de individuos infectados 
provenientes de la Costa Atlántica, lo cual nos permitió poseer una muestra 
representativa para realizar una completa caracterización de este segmento que 
refleja el comportamiento del virus en esta región del país. Esta tesis forma parte 
de un macroproyecto en el que el segmento amplificado comprende las regiones 
C2, V3 y C3 del gen que codifica para la proteína gp120 del VIH. En nuestra 
disertación nos concentramos en el análisis de la región V3, sujeto de esta tesis 
de Maestría.  
El programa Four Peaks fue utilizado para abrir los cromatogramas 
correspondientes a las secuencias obtenidas y para “transcribir” las secuencias en 
aminoácidos. La herramienta CLC Work bench (CLCbio) nos permitió realizar el 
alineamiento de las 42 secuencias obtenidas en aminoácidos, pudiéndose 
observar que 26 secuencias (61.9 %) poseían 35 aminoácidos. Las 16 secuencias 
restantes poseían 34 aminoácidos. Este resultado nos muestra una amplia 
conservación en lo referente al número de aminoácidos que constituyen esta 
región lo cual es un determinante importante en la constitución espacial de la 
proteína de envoltura y en su funcionalidad. Se observó una alta conservación en 
los residuos de cisteína que enmarcan el bucle V3, estando presentes en el 100% 
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de las muestras analizadas. En estudios de secuencias realizadas previamente en 
muestras tanto de Norte América como de Europa y África, también se reportaron 
una alta conservación de estas cisteínas, inclusive en secuencias 
correspondientes a subtipos diferentes dentro del grupo M (126, 134, 135). En lo 
descrito hasta ahora referente al virus circulante en Colombia el comportamiento 
es el mismo (21). Como es bien sabido, la función de estos aminoácidos, 
localizados en posición 1 y 35, es la de mantener la estructura en bucle de la 
región V3 (136). La observación de una alta frecuencia de estos aminoácidos 
podría entonces confirmar la importancia de la estructura en bucle de esta parte 
de la proteína gp120 en la funcionalidad y en la estabilidad de la molécula.  
La variabilidad de los 35 aminoácidos constituyentes de la región V3 fue 
determinada con relación a una secuencia consenso. Se observó que sólo 10 
residuos (3.5%) eran constantes, lo cual da cuenta de la alta variabilidad de esta 
región de la proteína. Sin embargo, como lo subrayaremos más adelante, se 
observó una gran conservación en motivos considerados como clave a lo largo de 
las secuencias estudiadas. Los residuos más variables encontrados son el Ácido 
Aspártico (D) localizado en posición 25 dentro del bucle V3, el cual aparece en 
sólo el 40% de las secuencias y la Histidina (H), en posición 13, presente en el 
57%. Una comparación entre nuestra secuencia consenso y la secuencia 
consenso del subtipo B obtenida de la base de datos de Los Álamos muestra una 
divergencia en los aminoácidos Alanina (A) en posición 22 y Ácido Aspártico (D) 
en posición 25 (resultado no mostrado), lo cual no es de sorprender si tenemos en 
cuenta la gran variabilidad de éstos dos residuos en la base de datos de Los 
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Álamos. Diferencias similares fueron obtenidas entre secuencias consenso de 
otros estudios y la secuencia consenso de Los Álamos (127).  
El análisis del motivo que constituye la corona del bucle V3 (en las posiciones 15 a 
18, es decir 310 a 313 en la gp120) y que ha sido identificado como el principal 
epítope de neutralización del VIH-1 mostró que el tetrámero GPGR fue el más 
predominante, siendo encontrado en 34 muestras (85%). Este motivo ha sido 
vinculado preferentemente al subtipo B, aislado en Norte América y Europa y 
caracterizado por poseer el residuo de Arginina (R) en posición 18. Este residuo 
fue reemplazado por Alanina (A) en tres muestras (020, 058 y 003) y por Glicina 
(G), Serina (S) y Lisina (K) en las muestras 007, 012 y 025, respectivamente. Éste 
último tipo de substitución por residuos ácidos en secuencias subtipo B ha sido 
reportado previamente en otros análisis (137). En una muestra el residuo R se 
encontró substituido por Glutamina (Q), sustitución que normalmente está 
asociada a muchos subtipos no-B, pero que también podría estar asociada al 
subtipo B’, encontrado últimamente en China en utilizadores de drogas 
intravenosas como resultado de la deriva del tetrámero GPGR hacia GPGQ en la 
corona del bucle V3 (41). Podemos entonces especular que esta situación sea la 
misma en el virus circulante en nuestra región. De otra parte, el primer aminoácido 
del tetrámero (G) fue reemplazado en dos muestras por A y Q, respectivamente. 
La sustitución del primer aminoácido del tetrámero por Alanina ya había sido 
reportada en secuencias pertenecientes al subtipo B, ya sea en cepas europeas 
(127), como en cepas colombianas (21). La substitución por Q, por el contrario, es 
más bien escasa. En fin, la observación global de la conservación de los 
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aminoácidos constituyentes de la corona de la región V3 permite concluir que, a 
pesar de que esta región es el dominio con la más alta tasa de variación, se 
evidenció una marcada conservación de los aminoácidos constituyentes del 
tetrámero en las muestras de la región Caribe colombiano y que las variaciones 
encontradas son bastante limitadas.  
En términos de octámeros en la corona del bucle V3, la secuencia HIGPGRAF fue 
encontrada predominante con un 14.3%. Esta secuencia ha sido asociada con el 
subtipo B debido a su alta presencia en cepas pertenecientes a este subtipo en la 
base de datos de Los Álamos, además de que ha sido encontrada en mayor 
porcentaje que el nuestro en un análisis previo (29%). En este mismo estudio el 
motivo NIGPGRAF fue encontrado con una frecuencia bastante similar a la 
nuestra (9.5%) (127). En términos generales, se encontró un amplio rango de 
secuencias a nivel del octámero en la corona del bucle V3, pudiéndose detectar 26 
motivos diferentes en las 42 secuencias analizadas. Esta alta diversidad 
intrasubtipo observada en el octámero de la corona de la región V3 del virus 
circulante en el Caribe colombiano debe ser tenida en cuenta en el momento de 
realizar intervenciones a nivel de los mencionados epítopes. 
Se realizó un análisis tendiente a verificar la conservación de los potenciales sitios 
de glicosilación a nivel de la región V3 en el virus circulante en el Caribe 
Colombiano. Como se describió anteriormente, estos sitios están determinados 
por el motivo NXT/S. Se observó que al interior del bucle sólo existe un sitio de 
glicosilación localizado en los residuos 6 al 8 (posiciones 301 a 303 en la 
secuencia total de la gp120). Igualmente, observamos una muy alta conservación 
67 
 
de este único sitio, estando presente en todas las 42 muestras analizadas. Una 
gran conservación de los potenciales sitios de glicosilación a nivel del interior del 
bucle V3 ha sido la constante en las cepas del subtipo B circulantes en Europa, 
Norte América y Suramérica (130). Análisis previos del virus en otras regiones de 
Colombia, muestran la misma tendencia (21). Ha sido bien descrita la importancia 
de los sitios de glicosilación en la vida media de las proteínas que lo poseen 
debido a la gran estabilidad que le confieren (138). De otra parte, son 
determinantes en la interacción de las proteínas con sus receptores. Nuestros 
hallazgos muestran entonces, por una parte, una gran estabilidad a nivel de la 
estructura de la proteína de la envoltura del virus circulante y, por otra, una 
posibilidad de utilizar este motivo como blanco en la elaboración de vacunas.  
Se ha determinado que la emergencia de una variante con un fenotipo asociado a 
la formación de sincitia (SI) se correlaciona con la progresión de la enfermedad y 
con la patogénesis del SIDA. Esta variante se caracteriza además por infectar 
preferentemente a linfocitos T debido a que utilizan como correceptor la molécula 
CXCR4. En los inicios de la infección, por el contrario, predomina el fenotipo no 
formador de sincitia, (NSI) con un tropismo hacia los macrófagos y utilizador del 
correceptor CCR5 (132). Como se describió anteriormente el fenotipo NSI está 
asociado a la presencia de aminoácidos ácidos en la posición 11 y/o 25 de la 
secuencia del bucle V3, y puede ser fuertemente influenciado por la presencia de 
sitios de N-glicosilación al interior del bucle (137, 138, 139). De acuerdo a 
observaciones realizadas en nuestras secuencias se pudo predecir que el 57% de 
las muestras pertenecen al fenotipo NSI, con tropismo hacia los macrófagos y 
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utilizadores del correceptor CCR5. Estos resultados son acordes con el estudio 
clínico realizado a la población ya que estas muestras pertenecen a pacientes con 
menos de dos años de convivencia con el virus y en estado asintomático. De otra 
parte, solamente 13 muestras presentaron aminoácidos con carga positiva. Estas 
muestras correspondieron a pacientes con más de dos años de convivencia con el 
virus, un conteo bajo de linfocitos T CD4+ (<200/uL) y una carga viral elevada. El 
modo de transmisión del virus entre estos sujetos correspondía a contacto sexual. 
Dentro de este grupo se detectaron además dos individuos infectados uno por 
transfusión sanguínea y el otro mediante el compartimiento de jeringas para la 
inyección de drogas psicoactivas. En ambos casos es factible una infección directa 
con virus T trópicos SI. 
La obtención de la secuencia completa en aminoácidos de la región V3 de la 
proteína de la envoltura del VIH en 42 muestras de la región del Caribe 
colombiano nos permitió realizar un análisis total de dicha secuencia. A nuestro 
entender el nuestro constituye el primer análisis reportado en Colombia de esta 
región de la envoltura que haya sido realizado con un buen número de muestras. 
Anteriormente había sido reportado un análisis de secuencias con sólo 12 
muestras (21). Sin embargo, basados en la homología de los resultados y en el 
comportamiento de las cepas estudiadas podríamos hipotetizar que la introducción 
y la expansión del VIH-1 en Colombia ocurrieron a partir de uno solo o muy pocos 
eventos. La ventaja de estas observaciones es que en el momento de definir en el 
país un programa de vacunación se podría utilizar una vacuna diseñada contra los 
mismos epítopes. Iguales consideraciones se deben tener en cuenta en el 
69 
 
momento de medir las implicaciones de nuestros resultados en la elaboración de 
estuches de diagnósticos y en el diseño de medicamentos. 
En conjunto nuestros resultados, comparados con estudios previos proveen una 
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ANEXO 1. Formato de aceptación.  
 
Formato de aceptación para participar en un proyecto de investigación. 
 
Yo, ______________________________________________________________ 
IDENTIFICADO CON C.C. NÚMERO____________ DE ____________________ 
ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN EL PROYECTO DE 
INVESTIGACIÓN: “ANALISIS FILOGENÉTICO DEL VIRUS DE LA 
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) A PARTIR DE VIRUS AISLADOS EN 
UNA POBLACIÓN DEL CARIBE” PROPUESTO POR LA UNIVERSIDAD DEL 
NORTE. 
 
ACEPTO QUE ME SEA TOMADA UNA MUESTRA DE SANGRE PARA LOS 
ESTUDIOS MOLECULARES QUE SE REQUIEREN EN ESTE PROYECTO. 
 
MI PARTICIPACIÓN ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA Y TENGO 
CONOCIMIENTO DE LOS OBJETIVOS DE ESTA INVESTIGACIÓN Y DEL 
MANEJO ETICO Y CORRECTO QUE EL GRUPO DE INVESTIGACIÓN EN 
VIROLOGIA Y PATOLOGIAS ASOCIADAS DARA A LAS MUESTRAS DE 
SANGRE. 
 
ACEPTO QUE HE TENIDO CORRECTAMENTE TODAS LAS EXPLICACIONES 










ANEXO 2. CUESTIONARIO  
 
 
CUESTIONARIO PARA PROYECTO GENOTIPIFICACION DEL VIH A APRTIR 
DE VIRUS AISLADOS DE PACIENTES EN UNA REGION DEL CARIBE. 
JUNIO 2009 A DICIEMBRE 2009. 
1.  Código: _______   
2.  Edad: ______ 
3.  Sexo:     F__   M__    
4.  Hace cuanto tiempo le diagnosticaron el VIH_________________         
5.  Ocupación:   
      a) Enfermería __   b) Auxiliar de enfermería__   
c) Técnico Laboratorista __ d) otros ____________________ 
6.  Estado civil: 
Soltero(a) __  Casado(a) __ Unión Libre __ Viudo __ 
Divorciado(a) __ Separado(a) __ 
7.  Nivel Socioeconómico:  
        Ingresos familiares. 
            a) Bajo:  Menor o igual a un salario mínimo. 
            b) Medio: Entre uno y dos salarios mínimos. 
            c) Alto:         más de dos salarios mínimos. 
8.  Nivel Educativo 
Ninguno __  Primaria __  Primaria completa __ 
Bachillerato__ Bachillerato completo __ 
Técnico __  Profesional __ Otro ______________________ 
9.  Práctica sexual:  




10. Formas de práctica sexual. 
(  ) Vaginal 
(  ) Anal Activo 
(  ) Anal Pasivo 
(  ) Oral-Genital activo 
(  ) Oral-Genital Pasivo 
(  ) Otro. Especifique__________________________________ 
Comportamiento sexual de la persona infectada: 
     11) ¿Tiene usted un compañero sexual estable?  Si __  NO __ 
     12) ¿Le es fiel a su compañero estable?   Si __  NO __     
Comportamiento sexual de su compañero. 
 13) ¿Considera Usted que su compañero le es fiel?  Si __  NO __ 
14. Antecedentes Patológicos: 
a) ¿Ha sido transfundido?      Si __  NO __ 
Si es la respuesta es si ¿Cuándo fue la última vez que fue 
transfundido?____________      
15. ¿Consumo de sustancias psicoactivas? 
a) ¿Consume usted sustancias psicoactivas? Si __  NO __ 
  b) ¿Se inyecta para consumirlas?    Si __  NO __ 
16.  Uso compartido  de objetos cortopunzantes: 
 ¿Ha compartido Jeringas? ___ 
 ¿Se ha realizado Tatuajes o Piercing? ___ 
 ¿Ha compartido afeitadoras con otras personas? ____ 
17. ¿Cuál es la procedencia de la persona que usted cree que lo infecto? 
Barranquilla __Cartagena __Bogotá __Otras________Extranjero _____ 
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18. ¿Cuál  es el mecanismo por medio del cual se contagió con virus de 
inmunodeficiencia humano (VIH)? 
Sexual __  Uso de jeringas infectadas __   
Madre Hijo(a) __ Elementos cortopunzantes infectados __ 
           Desconoce la fuente de contagio __ 
 
19. Exposición Ocupacional 
a) ¿Ha presentado accidentes de trabajo en los que considera que la 
sangre contaminada ha penetrado a través de ojos, nariz o boca? 
Si __   NO __ 
        
b) ¿Ha sufrido accidentes laborales que compromete la piel?  
Si __   NO __ 
c) ¿Ha sufrido accidentes de trabajo que comprometan                                      
órganos o estructuras internas  
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